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S u m m a r y
S p e ci ati o n i s u s u all y a sl o w pr o c e s s o c c urri n g o v er t h o u s a n d s t o milli o n s of y e ar s. 
T hi s m a k e s s p e ci ati o n r e s e ar c h dif fi c ult b e c a u s e n o dir e ct o b s er v ati o n or m a ni p ul a -
ti o n i s p o s si bl e. At b e st, w e c a n g ai n s o m e i n si g ht b y i nf erri n g t h e p o p ul ati o n hi s-
t or y a n d str u ct ur e i n v er y fi n e d et ail b y i n v e sti g ati n g g e n eti c m ar k er s i n m ulti pl e 
i n di vi d u al s of t h e n a s c e nt s p e ci e s. T o d a y, s p e ci ati o n r e s e ar c h i s i n a n u n pr e c e d e nt e d 
p o siti o n t h a n k s t o t h e a d v e nt of hi g h-t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g m et h o d s, w hi c h m a k e 
it e a si er a n d c h e a p er t h a n e v er b ef or e t o e v al u at e m ulti pl e m ar k er s i n m a n y i n di vi d u-
al s. S p e ci ati o n i s n ot a str ai g htf or w ar d pr o c e s s t h at h a p p e n s i n t h e s a m e w a y e v er y 
ti m e, b ut r at h er a p h e n o m e n o n o c c urri n g w h e n g e n eti c a n d e c ol o gi c al cir c u m st a n c e s 
a cti n g i n s y m p h o n y ulti m at el y l e a d t o r e pr o d u cti v e i s ol ati o n of t w o s u b p o p ul ati o n s. 
T hi s i s w h y it i s i m p ort a nt t o st u d y m ulti pl e m o d el s y st e m s t o u n d er st a n d t h e g e n er al 
pri n ci pl e s b e hi n d s p e ci ati o n. We w or k e d wit h t w o s p e ci e s of ni g hti n g al e s ( L us ci ni a 
l us ci ni a a n d L. m e g ar hy n c h os ) t h at di v er g e d a p pr o xi m at el y 1. 8 M y a, li k el y d u e t o 
gl a ci al fl u ct u ati o n s i n E ur o p e. O ur m ai n g o al w a s t o u s e t h e s e n e w hi g h-t hr o u g h p ut 
s e q u e n ci n g m et h o d s t o ( 1)  d et e ct i nt er s p e ci fi c h y bri d s b et w e e n t h e s p e ci e s, ( 2) e s -
ti m at e l e v el s of i nt er s p e ci fi c g e n e fl o w, ( 3) fi n d ar e a s of t h e ni g hti n g al e g e n o m e t h at 
u n d erli e r e pr o d u cti v e i s ol ati o n a n d, fi n all y, ( 4)  st u d y t h e r ol e of t h e Z c hr o m o s o m e 
i n s p e ci ati o n. We d e si g n e d a s et of s p e ci e s- s p e ci fi c si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m 
m ar k er s, a s w ell a s pri m er s f or t h eir d et e cti o n, w hi c h c a n b e u s e d f or h y bri d i d e nti -
fi c ati o n. We f o u n d s e v er al ar e a s of t h e g e n o m e wit h r e d u c e d i nt er s p e ci fi c g e n e fl o w, 
a n d t h e g e n e s c o nt ai n e d i n t h o s e g e n o m e ar e a s a p p e ar t o b e e nri c h e d i n p at h w a y s 
r el at e d t o o o c yt e d e v el o p m e nt a n d i n m et a b oli c p at h w a y s. T hi s i s i ntri g ui n g, e s p e -
ci all y b e c a u s e f e m al e s ar e st eril e i n F
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 h y bri d s. We al s o f o u n d r e d u c e d l e v el s of g e n e 
fl o w al o n g t h e w h ol e Z c hr o m o s o m e b et w e e n t h e s p e ci e s, s u g g e sti n g a l ar g e r ol e of 
t hi s c hr o m o s o m e i n s p e ci ati o n. O ur r e s ult s s u g g e st t h at t hi s m a y b e c a u s e d b y hi g h er 
l e v el s of g e n eti c drift o n t h e Z c hr o m o s o m e d u e t o str o n g er s e x u al s el e cti o n a cti n g 
o n m al e s. Hi g h l e v el s of g e n eti c drift o n t h e Z c hr o m o s o m e m a y c o ntri b ut e t o f a st er 
Z c hr o m o s o m e e v ol uti o n a n d t h u s f a st er a c c u m ul ati o n of h y bri d i n c o m p ati biliti e s 
o n t hi s c hr o m o s o m e. 
S h r n utí
S p e ci a c e j e o b v y kl e p o m al ý pr o c e s, k d e s e č a s m ěří v ti sí cí c h a ž mili o n e c h l et. T o d ěl á 
v ý z k u m s p e ci a c e o btí ž n ý m, pr ot o ž e “ c el o u ” s p e ci a ci n el z e a ni p o z or o v at, a ni s ní 
e x p eri m e nt ál n ě m a ni p ul o v at. N ej ví c e i nf or m a cí o s p e ci a ci n á m p o s k yt n e p o dr o b n á 
p o p ul a č ní str u kt ur a s p ol e č n ě s r e k o n str u o v a n o u p o p ul a č ní hi st orií v y br a n ý c h p o p u -
l a cí, kt er é p o v a ž uj e m e z a v z ni k ají cí n e b o n e d á v n o v z ni kl é dr u h y. Dí k y n e d á v n é m u 
v z e st u p u  n o v ý c h  s e k v e n a č ní c h  m et o d  l z e  n y ní  zji stit  g e n ot y p y  m n o h a  j e di n c ů  v e 
v el k é m  r o zli š e ní  z a  přij at el n o u  c e n u.  V ý z k u m  s p e ci a c e  tí m  zí s k á v á  n o v é  o b z or y. 
S p e ci a c e t oti ž n e ní j e d e n k o n kr ét ní pr o c e s, kt er ý s e p o k a ž d é o d e hr aj e p o dl e st ej n é h o 
s c é n ář e, al e s pí š e s y mf o ni e r ů z n ý c h u d ál o stí, j e ž v e d o u v  k o n e č n é m d ů sl e d k u k (tr v al é) 
r e pr o d u k č ní i z ol a ci d v o u s u b p o p ul a cí. Pr ot o j e k p o c h o p e ní c el é h o f e n o m é n u d ůl e žit é 
z k o u m at pří kl a d y u r ů z n ý c h m o d el o v ý c h s y st é m ů. M y j s m e si z v olili d v a dr u h y sl a ví k ů 
(L us ci ni a l us ci ni a  a L. m e g ar hy n c h os ), kt er é s e o d d ělil y př e d z hr u b a 1, 8 mili o n e m 
l et, pr a v d ě p o d o b n ě dí k y p o s u n ů m z al e d n ě ní b ě h e m stří d á ní d o b l e d o v ý c h. N a ší m 
hl a v ní m cíl e m b yl o p o m o cí n o v ý c h s e k v e n a č ní c h m et o d ( 1) d et e k o v at m e zi dr u h o v é 
h y bri d y, ( 2) o d h a d n o ut úr o v e ň g e n o v é h o t o k u m e zi dr u h y, ( 3) n ajít o bl a sti v g e n o m u 
sl a ví k a, kt er é p o d mi ň ují r e pr o d u k č ní i z ol a ci m e zi dr u h y a k o n e č n ě ( 4) pr o z k o u m at 
r oli c hr o m o s o m u Z při s p e ci a ci. Pr o r o z p o z n á ní h y bri d ů j s m e n a vr hli s a d u dr u h o v ě 
s p e ci fi c k ý c h S N P ( si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m) m ar k er ů s p ol e č n ě s pri m er y pr o 
j eji c h d et e k ci. V g e n o m u sl a ví k a j s m e n al e zli n ě k oli k o bl a stí s e s ní ž e n ý m g e n o v ý m 
t o k e m  m e zi  dr u h y.  G e n y  v  t ě c ht o  o bl a st e c h  j s o u  č a st ěji  s o u č á stí  bi o c h e mi c k ý c h 
dr a h p o díl ejí cí c h s e n a v ý v oji o o c yt u a m et a b oli s m u. T o j e z ají m a v é o b z vl á št ě pr ot o, 
ž e  s a mi c e  j s o u  u  F 1  h y bri d ů  st eril ní.  D ál e  j s m e  v y h o d n otili,  ž e  g e n o v ý  t o k  p o d él 
c el é h o c hr o m o s o m u Z j e s ní ž e n ý, c o ž n a z n a č uj e d ůl e žit o u r oli t o h ot o c hr o m o s o m u 
v e  s p e ci a ci. N a š e v ý sl e d k y n a z n a č ují, ž e t o m ů ž e b ýt z p ů s o b e n o sil n ěj ší m g e n eti c k ý m 
drift e m s p oj e n ý m s e sil n ý m p o hl a v ní m v ý b ěr e m p ů s o bí cí m n a s a m c e. Sil n ý g e n eti c k ý 
drift m ů ž e v é st k r y c hl é e v ol u ci c hr o m o s o m u Z a tí m p á d e m při s pí v at k r y c hl ej ší m u 
hr o m a d ě ní h y bri d ní c h n e k o m p ati bilit n a t o mt o c hr o m o s o m u.
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I nt r o d u cti o n
U n d er st a n di n g h o w t h e E art h’ s bi ol o gi c al di v er sit y ar o s e i s o n e of t h e m ai n ai m s of 
s ci e n c e. E v er si n c e Alfr e d R u s s el W all a c e a n d C h arl e s D ar wi n c o n c ei v e d t h e i d e a 
t h at s p e ci e s e m er g e fr o m v ari eti e s of t h eir c o m m o n a n c e st or s ( W all a c e 1 8 5 8; D ar wi n 
1 8 5 9), bi ol o gi st s h a v e b e e n tr yi n g t o r e c o n str u ct  t h e tr e e of lif e a n d t o u n d er st a n d 
t h e m e c h a ni s m s c a u si n g t h e bif ur c ati o n s. T o u n d er st a n d t h e m e c h a ni s m of s p e ci e s 
ori gi n, o n e h a s t o fir st a d dr e s s t h e q u e sti o n: W h at is a s p e ci es ?  
O n e i nt uiti v el y k n o w s w h at it m e a n s f or a n or g a ni s m t o b el o n g t o a p arti c ul ar 
s p e ci e s. T h e i n di vi d u al u s u all y s h ar e s c h ar a ct eri sti c tr ait s wit h ot h er i n di vi d u al s of 
t h e s a m e s p e ci e s a n d pr o d u c e s off s pri n g w hi c h k e e p s t h e s e tr ait s. T hi s d e fi niti o n 
i s, h o w e v er, n ot u ni v er s al, a s t h er e ar e m a n y cr y pti c s p e ci e s, w hi c h c a n n ot b e di s-
ti n g ui s h e d fr o m e a c h ot h er b a s e d o n m or p h ol o gi c al tr ait s. O n t h e ot h er h a n d t h er e 
ar e e x a m pl e s w h e n c ert ai n i n di vi d u al s of o n e s p e ci e s s h o w v er y diff er e nt tr ait s fr o m 
ot h er i n di vi d u al s of t h e s a m e s p e ci e s, a n d ar e i n f a ct m or p h ol o gi c all y m or e si mil ar 
t o ot h er s p e ci e s. 
O n e of t h e m o st s u c c e s sf ul att e m pt s at s p e ci e s d e fi niti o n i n t h e p a st c e nt ur y w a s 
Er n st M a yr’ s bi ol o gi c al s p e ci e s c o n c e pt  ( B S C), f a m o u sl y f or m ul at e d a s “S p e ci es ar e 
gr o u ps of a ct u ally or p ot e nti ally i nt er br e e di n g n at ur al p o p ul ati o ns, w hi c h ar e r e pr o -
d u ctiv ely is ol at e d fr o m ot h er s u c h gr o u ps. ” ( M a yr 1 9 4 2). M a yr str e s s e s t h e i s ol ati o n 
a s p e ct of s p e ci ati o n, g oi n g s o f ar t h at t h e w h ol e g e n o m e i s e x p e ct e d t o b e h a v e a s a 
c o h e si v e c o a d a pt e d g e n eti c u nit. T h u s s p e ci e s h a v e t o e xi st t o pr ot e ct t h e s e u nit s 
b e c a u s e a n y e x c h a n g e of a n y p art of t h e g e n o m e s w o ul d d e str o y t h eir i nt e grit y. T h e 
i s ol ati n g m e c h a ni s m s t h at ar e pr ot e cti n g t h e g e n o m e fr o m mi xi n g wit h ot h er s ar e 
at t h e c e nt er of s p e ci ati o n ( u n d er t h e pri s m of t h e B S C). S h ort c o mi n g s of t h e B S C 
b e c a m e a p p ar e nt wit h a n al y si s of r e c e ntl y pr o d u c e d m ol e c ul ar d at a w h er e m a n y 
w ell- e st a bli s h e d s p e ci e s (i n t h e t a x o n o mi c al vi e w) s e e m t o h a v e littl e r e pr o d u cti v e 
i s ol ati o n.
H alf a c e nt ur y l at er, J a m e s M all et c a m e u p wit h a si m pli fi e d vi e w of t h e pr o bl e m. H e 
u s e d D ar wi n’ s ori gi n al d e fi niti o n w h er e s p e ci e s ar e si m pl y d eli n e at e d b y t h e a b s e n c e 
of i nt er m e di at e f or m s b et w e e n t w o v ari eti e s, a n d i n c or p or at e d n e w k n o wl e d g e fr o m 
g e n eti c s ( M all et 1 9 9 5). H e c all e d it t h e g e n ot y pi c cl u st e r d e fi niti o n . T h e bi g g e st 
a d v a nt a g e of t hi s vi e w p oi nt i s t h at s p e ci e s c a n b e aff e ct e d b y g e n e fl o w, s el e cti o n, a n d 
hi st or y i n d e p e n d e ntl y, r at h er t h a n b ei n g d e fi n e d b y t h e s e pr o c e s s e s.
Si n c e r e s e ar c h er s h a v e r e ali z e d t h at r e pr o d u cti v e i s ol ati o n b et w e e n m a n y s p e -
ci e s i s i n c o m pl et e a n d g e n e fl o w c a n still o c c ur b et w e e n t h e m, t h e y st art e d t o fi n d 
w a y s h o w t o m e a s ur e t h e l e v el s of g e n e fl o w a n d h o w t o fi n d g e n o mi c r e gi o n s w h er e 
g e n e fl o w c e a s e d. T hi s k n o wl e d g e c a n gi v e u s a n i n si g ht i nt o s p e ci fi c m e c h a ni s m s 
of s p e ci e s ori gi n, w hi c h i s a n ulti m at e g o al of t h e s p e ci ati o n r e s e ar c h. T o a d dr e s s 
t h e s e q u e sti o n s, o n e h a s t o fir st o bt ai n g e n eti c d at a fr o m t h e i n ci pi e nt s p e ci e s i d e all y 
c o v eri n g t h e w h ol e g e n o m e. T h e m ai n g o al of t hi s t h e si s w a s t o g e n er at e s u c h d at a 
f or t w o ni g hti n g al e s p e ci e s (L us ci ni a m e g ar h y n c h os  a n d L. l us ci ni a ) a n d u s e it t o i nf er 
m e c h a ni s m s a n d hi st or y of s p e ci ati o n i n t h e s e t w o s p e ci e s.
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Ai m s of t h e st u d y
M y ai m w a s t o u s e hi g h-t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g m et h o d s t o f a cilit at e a g e n o m e wi d e 
( “ g e n o mi c s ”) vi e w of m e c h a ni s m s of s p e ci ati o n i n t w o ni g hti n g al e s p e ci e s. I h a d f o ur 
s p e ci fi c g o al s:
1)  D e v el o p m et h o d s t o d et e ct i nt er s p e ci fi c h y bri d s b et w e e n t h e t w o s p e ci e s.
2)  E sti m at e l o c u s- s p e ci fi c l e v el s of i nt er s p e ci fi c g e n e fl o w.
3)  Fi n d ar e a s of t h e ni g hti n g al e g e n o m e t h at u n d erli e r e pr o d u cti v e i s ol ati o n.
4)  St u d y  t h e  m e c h a ni s m s  b e hi n d  t h e  l ar g e  Z  eff e ct  i n  s p e ci ati o n  of  ni g hti n -
g al e s.
M at e ri al a n d m et h o d s
We  st u di e d  h y bri di z ati o n  a n d  s p e ci ati o n  i n  t w o  si st er  s p e ci e s  of  p a s s eri n e  bir d s, 
t h e C o m m o n Ni g hti n g al e (L us ci ni a m e g ar hy n c h os ) a n d t h e T hr u s h Ni g hti n g al e (L. 
l us ci ni a). T h e s e t w o s p e ci e s di v er g e d 1. 8 M y a ( St or c h o v á et al. 2 0 1 0) a n d c urr e ntl y 
c o- o c c ur i n a z o n e of s e c o n d ar y c o nt a ct r u n ni n g a cr o s s C e ntr al a n d E a st er n E ur o p e 
(Fi g u r e 1 ). T h e s p e ci e s ar e v er y si mil ar m or p h ol o gi c all y a n d e c ol o gi c all y ( R eif et al. 
2 0 1 5), alt h o u g h p arti al h a bit at s e gr e g ati o n a s s o ci at e d wit h di v er g e n c e i n bill si z e 
h a s o c c urr e d si n c e s e c o n d ar y c o nt a ct, i n r e s p o n s e t o i nt er s p e ci fi c c o m p etiti o n i n 
s y m p atri c p o p ul ati o n s ( R eif et al. 2 0 1 8; S ott a s et al. 2 0 1 8). 
Fi g ur e 1  | Br e e di n g di stri b uti o n  of (r e d) C o m m o n Ni g hti n g al e (L us ci ni a m e g ar h y n -
c h os ) a n d ( bl u e) T hr us h Ni g hti n g al e (L. l us ci ni a ) i n E ur o p e ( o v erl a p i n vi ol et). D at a 
f or s p e ci es’ g e o gr a p hi c r a n g es w er e t a k e n fr o m Bir d Lif e I nt er n ati o n al ( 2 0 1 9).
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T h e t w o s p e ci e s si n g a diff er e nt s o n g i n all o p atri c ar e a s b ut i n s y m p atr y, L. l us ci ni a  
m al e s v er y oft e n i n c or p or at e s o n g t y p e s fr o m L. m e g ar hy n c h os  i nt o t h eir r e p ert oir e s 
( S orj o n e n 1 9 8 ; Lill e 1 9 8 8). R e c e ntl y, it w a s al s o f o u n d t h at ni g hti n g al e s p e ci e s diff er 
r e g ar di n g s p er m l e n gt h, wit h L. m e g ar hy n c h os  h a vi n g l o n g er s p er m w h e n c o m p ar e d 
t o L. l us ci ni a  ( Al br e c ht et al. 2 0 1 9), i n di c ati n g t h at s o m e f or m of g a m eti c i s ol ati o n 
m a y b e pr e s e nt i n t h e s e s p e ci e s. D e s pit e t h e r el ati v el y str o n g a s s ort ati v e m ati n g, t h e 
s p e ci e s o c c a si o n all y h y bri di z e i n s y m p atr y a n d pr o d u c e vi a bl e h y bri d pr o g e n y. F ol -
l o wi n g H al d a n e’ s R ul e, F
1
 h y bri d f e m al e s ar e st eril e, b ut F
1
 h y bri d m al e s ar e f ertil e 
( St a di e 1 9 9 1; R eif o v á et al. 2 0 1 1). Pr e vi o u s w or k u si n g c o al e s c e nt m o d el s of i s ol ati o n 
wit h mi gr ati o n s h o w e d t h at g e n e fl o w h a s o c c urr e d b et w e e n t h e s p e ci e s a n d t h at 
g e n e fl o w h a s b e e n si g ni fi c a ntl y hi g h er o n t h e a ut o s o m e s t h a n o n t h e Z c hr o m o s o m e, 
c o n si st e nt wit h a “l ar g e Z eff e ct ” ( St or c h o v á et al. 2 0 1 0). 
M et h o d s
We d e ci d e d t o st art wit h s e q u e n ci n g t h e tr a n s cri pt o m e s of m ulti pl e i n di vi d u al s c ol -
l e ct e d i n all o p atr y. Aft er i niti al a n al y si s, w e u s e d t hi s d at a a s a st arti n g p oi nt f or s e v er al 
i n v e sti g ati o n s r e g ar di n g t h e d et ail s of t h e s p e ci ati o n pr o c e s s. 
T o a d dr e s s g o al ( 1 ) , w e d et er mi n e d a p a n el of s p e ci e s- s p e ci fi c si n gl e n u cl e oti d e 
p ol y m or p hi s m s ( S N Ps) a n d d e si g n e d P C R a n d g e n ot y pi n g pri m er s f or t h eir d et e c -
ti o n. T o d et e ct diff er e nt t h e h y bri d c at e g ori e s w e u s e d t h e pr o gr a m N e w Hy bri ds  ( A n-
d er s o n a n d T h o m p s o n 2 0 0 2). 
T o a d dr e s s g o al ( 2 ) , w e pr e- s el e ct e d i ntr o n s b y c o m p ari n g z e br a fi n c h a n d c hi c k e n 
g e n o m e s (I C G S C 2 0 0 4; W arr e n et al. 2 0 1 0). Fr o m t h e ali g n m e nt w e e sti m at e d i n -
tr o n l e n gt h a n d a v ail a bilit y of c o n s er v e d r e gi o n s i n t h e fl a n ki n g e x o n s. We d e si g n e d 
pri m er s f or s e q u e n ci n g of t h e s el e ct e d i ntr o n s a n d t h e n f urt h er a n al y z e d t h e i ntr o ni c 
s e q u e n c e s i n t h e fr a m e w or k of i s ol ati o n- wit h- mi gr ati o n m o d el ( H e y a n d Ni el s e n 
2 0 0 4). 
We u s e d t h e w h ol e tr a n s cri pt o m e d at a s et t o fi n d g e n o mi c r e gi o n s wit h r e d u c e d 
g e n e fl o w vi a a g e n o m e s c a n — u si n g z e br a fi n c h g e n o m e a s a r ef er e n c e ( W arr e n et 
al. 2 0 1 0) — a n d a n al y z e d t h eir g e n e c o nt e nt. We a n al y z e d f u n cti o n al c at e g ori e s of 
g e n e s i n i sl a n d s u si n g t h e K E G G P at h w a y s g e n e li st s ( K a n e hi s a a n d G ot o 2 0 0 0) t o 
a d dr e s s g o al ( 3 ) . 
Fi n all y, w e u s e d t h e w h ol e tr a n s cri pt o m e d at a s et t o a n al y z e p att er n s of m ol e c ul ar 
e v ol uti o n o n a ut o s o m e s a n d t h e Z c hr o m o s o m e u si n g i n di c at or s of p o p ul ati o n dif -
f er e nti ati o n —f or e x a m pl e F
S T 
 a n d D
X Y
 ( C h arl e s w ort h 1 9 9 8) — a n d s el e cti o n —t h e 
M K t e st ( M c D o n al d a n d Kr eit m a n 1 9 9 1) a n d NI ( R a n d a n d K a n n 1 9 9  ) t o a d dr e s s 
g o al ( 4 ) .

R e s ult s a n d di s c u s si o n
M y r e s e ar c h g o al s w er e:
1)  D e v el o p m et h o d s t o d et e ct i nt er s p e ci fi c h y bri d s b et w e e n t h e t w o s p e ci e s.
2)  E sti m at e l o c u s- s p e ci fi c l e v el s of i nt er s p e ci fi c g e n e fl o w.
3)  Fi n d ar e a s of t h e ni g hti n g al e g e n o m e t h at u n d erli e r e pr o d u cti v e i s ol ati o n.
4)  St u d y  t h e  m e c h a ni s m s  b e hi n d  t h e  l ar g e  Z  eff e ct  i n  s p e ci ati o n  of  ni g hti n -
g al e s.
T h e n e e d t o d et e ct i nt er s p e ci fi c h y bri d s ( g o al  1 ) ar o s e w h e n w e w er e i n v e sti g ati n g t h e 
i n fl u e n c e of g e n ot y p e o n b e h a vi or b y st u d yi n g bir d s o n g, w hi c h i s e x p e ct e d t o pl a y a n 
i m p ort a nt r ol e i n m at e c h oi c e. T o d o s o, w e h a d t o i d e ntif y h y bri d s i n t h e s y m p atri c 
p o p ul ati o n. I d e v el o p e d a bi oi nf or m ati c s pi p eli n e t h at u s e s tr a n s cri pt o m e d at a t o fi n d 
t h e m o st s uit a bl e s p e ci e s- s p e ci fi c S N Ps, a n d t h e n cr e at e s a s et of P C R a n d g e n ot y p-
i n g pri m er s t h at c a n b e u s e d t o d et e ct t h e s e S N Ps i n a l ar g e n u m b er of i n di vi d u al s 
(M oř k o v s k ý et al. 2 0 1 5 ). T h e s el e ct e d S N P m ar k er s w er e t h e n u s e d t o d et e ct F
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 a n d 
b a c k cr o s s h y bri d s u si n g t h e pr o gr a m N e w H y bri d s i n a l at er st u d y of o ur s ( V o k ur k o v á 
et al. 2 0 1 3 ). We f o u n d t h at h y bri di z ati o n a n d i ntr o gr e s si o n d o n ot h a v e a n y eff e ct o n 
o b s er v e d c h a n g e s i n s o n g p att er n s i n s y m p atri c p o p ul ati o n s.
T o d et e ct l o c u s- s p e ci fi c l e v el s of hi st ori c al g e n e fl o w o n t h e Z c hr o m o s o m e ( g o al  2 ), 
w e fitt e d a n i s ol ati o n- wit h- mi gr ati o n m o d el vi a t h e I M pr o gr a m t o m ulti pl e i ntr o ni c 
l o ci e v e nl y s p a c e d al o n g t h e c hr o m o s o m e. T o o bt ai n t h e i ntr o ni c s e q u e n c e s, I cr e-
at e d a t o ol t h at ali g n e d c hi c k e n a n d z e br a fi n c h ort h ol o g o u s e x o n s a n d s u g g e st e d 
pri m er l o c ati o n s i n t h e m o st c o n s er v e d r e gi o n s. We f o u n d t h at t h er e w a s o nl y li mit e d 
d et e ct a bl e g e n e fl o w o n t h e Z c hr o m o s o m e. T h e g e n e fl o w w a s a s y m m etri c al, m o stl y 
i n t h e dir e cti o n fr o m L. l us ci ni a  t o L. m e g ar hy n c h os (J a n o u š e k et al. 2 0 1 9), w hi c h 
c o ul d m e a n t h at t h e Z c hr o m o s o m e i n L. m e g ar hy n c h os  a c c u m ul at e d m or e h y bri d i n-
c o m p ati biliti e s. I nt er e sti n gl y, u si n g tr a n s cri pt o mi c d at a fr o m b ot h s p e ci e s, w e f o u n d 
i n cr e a s e d l e v el s of g e n eti c drift o n t h e Z c hr o m o s o m e of L. m e g ar hy n c h os , v er y li k el y 
c a u s e d b y m or e i nt e n s e p o st c o p ul at or y s el e cti o n a cti n g o n t h e m al e s of t hi s s p e ci e s. 
O ur r e s ult s s u g g e st t h at l o w er eff e cti v e p o p ul ati o n si z e of t h e Z c hr o m o s o m e a n d 
i n cr e a s e d l e v el s of g e n eti c drift c o ul d c o ntri b ut e t o t h e l ar g e eff e ct of t hi s c hr o m o s o m e 
i n s p e ci ati o n (g o al  4 ).
T o d et er mi n e if t h e ni g hti n g al e g e n o m e e x hi bit s t h e “i sl a n d s of di v er g e n c e ” p at -
t er n,  w e  a n al y z e d  t h e  tr a n s cri pt o m e s  of  1   i n di vi d u al s  (g o al  3 ).  B uil di n g  o n  t h e 
tr a n s cri pt o m e a n al y si s pi p eli n e (M oř k o v s k ý et al. 2 0 1 5 ), I cr e at e d c o nti g s c aff ol d s 
b a s e d o n m a p pi n g of t h e c o nti g s t o t h e z e br a fi n c h g e n o m e. I t h e n a s s e s s e d di v er g e n c e 
b et w e e n t h e s p e ci e s i n sli di n g wi n d o w s, u si n g b ot h r el ati v e ( F
S T
) a n d a b s ol ut e ( D
X Y
) 
m e a s ur e s. We f o u n d    r e gi o n s wit h el e v at e d di v er g e n c e. E nri c h m e nt a n al y si s of t h e 
g e n e s i n i sl a n d s s u g g e st e d a p o s si bl e a s s o ci ati o n wit h o o c yt e d e v el o p m e nt K E G G 
p at h w a y s, w hi c h i s a n i nt er e sti n g r e s ult gi v e n t h e st erilit y of h y bri d f e m al e s. A n ot h er 
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e nri c h e d K E G G p at h w a y w a s t h e “ m et a b oli c p at h w a y s ” c oll e cti o n. T hi s c o ul d b e 
e x pl ai n e d b y t h e diff er e nt br e e di n g di stri b uti o n s of t h e t w o ni g hti n g al e s p e ci e s ( L. 
l us ci ni a br e e d s i n a m or e n ort h erl y r e gi o n t h a n d o e s L. m e g ar hy n c h os ), w hi c h c o ul d 
i n pri n ci pl e l e a d t o diff er e n c e s i n m et a b oli c r at e s b et w e e n t h e t w o s p e ci e s (M oř k o v s k ý 
et al. 2 0 1 8 ).
C o n cl u si o n s
T o g et h er, t h e p a p er s pr e s e nt e d h er e a d v a n c e o ur u n d er st a n di n g of t h e ni g hti n g al e 
m o d el s y st e m i n s e v er al ar e a s t h at ar e c urr e ntl y d e e m e d i m p ort a nt f or u n d er st a n d -
i n g s p e ci ati o n: t h e r ol e of s e x c h r o m o s o m e s i n r e pr o d u cti v e i s ol ati o n, t h e e xi st e n c e 
a n d g e n e c o nt e nt of “ i sl a n d s of di v e r g e n c e”, a n d t h e r el ati o n s hi p b et w e e n g e n ot y p e 
a n d b e h a vi o r  l e a di n g t o r e pr o d u cti v e i s ol ati o n. Si mil ar f a c et s of s p e ci ati o n ar e b ei n g 
a cti v el y i n v e sti g at e d i n ot h er m o d el s y st e m s, w hi c h m e a n s t h at w e h a v e c o ntri b ut e d 
t o a gr o wi n g b o d y of dir e ctl y c o m p ar a bl e e vi d e n c e t h at i s f a cilit ati n g a d e e p er u n d er-
st a n di n g of t h e s p e ci ati o n p h e n o m e n o n.
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